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DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA HIDROLITICA NUMA AMOSTRA
AMBIENTAL

INTRODUCAO
As Enzimas sdo proteinas especializadas que:

e S3o catalisadores bioldgicos extremamente eficientes e aceleram a
velocidade da reacdo, transformando de 100 a 1000 moléculas de substrato em

produto por minuto de reacao.
e Atuam em concentragdes muito baixas
e Atuam em condic¢des especificas de temperatura e pH
¢ Estdo quase sempre dentro da célula, e compartimentalizadas.

Estas apresentam um alto grau de especificidade: cada enzima possui uma
organizacdo estrutural especifica, permitindo a ligacdo apenas do(s) seu(s)
substrato(s). As enzimas sdo fundamentais para processos bioquimicos celulares tais
como: - degradacdo das moléculas nutrientes; - transformacdo e conservacdo da
energia quimica; - sintese de macromoléculas biolégicas a partir de moléculas

precursoras simples; reconhecem a glicose.

Para dosear a atividade de uma enzima E que catalisa a conversdao A=> B é
necessario dispor de um meio de ensaio onde essa enzima seja capaz de catalisar a
reacdo. Assim, se sabemos que a enzima E atua numa determinada faixa de valores de
pHs serd adequado escolher um pH de ensaio dentro dessa faixa e um tampao de pH
que seja eficaz nesse pH. Algo semelhante pode ser dito relativamente a temperatura

de ensaio: se sabemos que a enzima E ndo se desnatura entre determinados limites de
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temperatura serd sensato escolher uma temperatura de ensaio que se situe dentro

desses limites.

Este protocolo estd dividido em varias etapas: preparacdo dos extractos

enzimaticos, determinacdo da atividade enzimatica hidrolitica e da recta de calibracao.

PROCEDIMENTO
1. PREPARAGAO DOS EXTRATOS ENZIMATICOS
As amostras para a atividade enzimatica sdo secas a 302C durante pelo menos

1 dia. Posteriormente, as amostras sdo trituradas e crivadas através dum crivo de 1
mm.

2. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA HIDROLITICA - GLICOSIDASE E
FOSFATASE (adaptado de Shu-Guang et al., 2007 )

2.1 HIDROLISE ACIDA E ENZIMATICA DE GLUCOSIDASE NUMA AMOSTRA SOLIDA
Principio
O estudo da actividade é baseada na libertacdao do p-nitrofenol apds a hidrélise do p-

nitrofenil- B -D-glucopirandsido

MATERIAIS/REAGENTES/EQUIPAMENTOS
p-nitrofenil- B -D-glucopirandsido (C12H1sNOs) (PNG) - 0,05 M
Tampdo MUB - Modified Universal Buffer

Preparar NaOH 1M e HCI 0.1M

Pesar 0,605g de tris (hydroxymethyl)aminomethane, 0,58 g acido maleico, 0,7 g
acido citrico, 0,314 g acido bérico, e adicionar 24,4 ml de 1 M NaOH e agua

destilada até volume final de 50 ml.
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A solucdo tampado é preparada com os 50 ml da solucdo anterior; é titulada com

HCI 0,1 M até pH de 6,0. Por fim adicionar dgua destilada até perfazer 250 mL
Tris(hidroximetil)Jaminometano, C4H11NO3 0,1 M (pH 12)
CaCl,0,5M
p-nitrofenol (CsHsNOs) — ver recta padrdo (ponto 3.)
Incubadora

Espetrofotdmetro ultravioleta

PROCEDIMENTO

e Preparar a solugdo de p-nitrofenil- B -D-glucopirandsido (Ci12H1sNOs)
0,05 M; - substrato

e Num tubo de centrifuga adicionar 2 mL da solu¢do tampao MUB (pH
6,0);

e Juntar 0,5 mL de substrato e

e Adicionar a 0,5 g de amostra

e |ncubar durante 1 hora a 379C;

e Avreacdo é parada pelo arrefecimento rapido a 22C durante 15 min

e Adicionar 0,5 mL de CaCl, 0,5M;

e Adicionar2 mLde Tris0,1 M a pH 12;

e Centrifugar a 4000 g for 10 min

e Determinar o p-nitrofenol (PNP) a 420 nm num espectrofotémetro

e Analisar um branco (a adicdo do tampdo de reacdo contendo o
substrato sé foi feita apdés a adicdo do sistema CaCly+Tris 12
imediatamente antes da centrifugacdo); => fazer o procedimento igual
mas sem a amostra

e Obter a curva de calibracdo com solu¢des padrdo de p-nitrofenol
(CsHsNOs, Sigma 104-8) em condigBes idénticas as da mistura reacional,

no que respeita a volume, tampao sem substrato, tratamento com o
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sistema CaCl,+Tris. A gama de concentracbes de p-nitrofenol em
solugdo podera se entre 0-80 ug mL! => fazer o procedimento igual mas

sem a amostra e sem substrato

2.2 FOSFATASES ALCALINAS

Principio

O estudo da atividade é baseada na libertacdo do p-nitrofenol apds a hidrélise do p-

nitrofenilfosfato disddico

MATERIAIS/REAGENTES/EQUIPAMENTOS

p-nitrofenilfosfato disddico (CsHsaNOsPNa2-6H,0, Sigma 104®) (p-NPP) - 0,115
M

Tampao MUB

CaCl2 0,5 M;

NaOH 0,5 M;

p-nitrofenol (CsHsNO3s) - ver recta padrdo (ponto 3.)

Espetrofotdmetro ultravioleta.

Incubadora;

PROCEDIMENTO

Preparar a solugdo de p-nitrofenilfosfato disédico (CeHsNOgPNay-6H,0, Sigma
104®) p-NPP 0,115 M; - Substrato

Num tubo de centrifuga adicionar 2 mL da solu¢do tampao MUB (pH 6,0);
Juntar 0,5 mL de substrato e

Adicionar a 0,5 g de amostra

Incubar durante 1 hora a 379C;

A reaccdo é parada pelo arrefecimento rapido a 22C durante 15 min
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e Adicionar 0,5 mL de CaCl, 0,5M;

e Adicionar 2 mL NaOH 0,5M

e Centrifugar a 4000 g for 10 min

e O produto da reacgdo (p-nitrofenol) é determinado por absorvancia a 420 nm

e Analisar um branco (adicdo do tampdo de reagdo contendo o substrato sé foi
feita apds a adicdo do sistema CaCl+NaOH imediatamente antes da
centrifugacao); => fazer o procedimento igual mas sem a amostra

e Obter a curva de calibracdo com solugcbes padrdo de p-nitrofenol (CeHsNOs,
Sigma 104-8) em condi¢Ges idénticas as da mistura reacional, no que respeita a
volume, tampdo sem substrato, tratamento com o sistema CaCl,+NaOH e
filtracdo. A gama de concentracbes de p-nitrofenol em solucdo poderd se

entre 0-80 g mL? => fazer o procedimento igual mas sem a amostra e sem

substrato

Nota: A curva vai estabelecer uma reaccao linear entre os valores de
absorvancia a 420 nm e as diferentes concentracdes de p-nitrofenol. Assim sendo
sempre que os valores de absorvancia registados para a solu¢do centrifugada
excederam o limite maximo da curva de calibracdo, procedeu-se a sua diluicdo com

agua destilada.
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3. RECTA PADRAO P-NITROFENOL
- Solugao standard de p-nitrofenol

Num baldo volumétrico de 1000 ml dissolver 1g de p-nitrofenol com agua destilada,
completar o volume a 1000 ml com agua destilada.

- Solucgdo diluida de p-nitrofenol

Num baldo volumétrico de 100 ml diluir 2 ml da solucdo standard de p-nitrofenal,
completar o volume a 100 ml com dgua destilada.

- Modo operatério:

Seguir a tabela

concentragdo de p-nitrofenol |0 | 10 | 20 |30 [ 40|50 [ 60|70 |80
ug/ml

volume solucdo diluida 0(05(1 (15|2 253 |35|4

de p-nitrofenol (ml)

volume de tampéo (ml) 41353 (252 (15|11 (050

Agitar no Vortex

Adicionar 0,5 ml de CaCl 0,5 M

Agitar no Vortex

Adicionar 2 ml da base:
NaOH 0,5M para as fosfatases ou
THAM (Tris) pH 12 para glucosidases

Agitar no Vortex

Filtrar e centrifugar

Ler a absorvancia a 420 nm
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